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INTRODUCCIÓN 
A pesar de que Lactococcus garvieae es responsable de la lactococosis en peces de agua dulce y salada (Eyngor y col. 2004) y se asocia de forma ocasional con mastitis en animales e infecciones 
oportunistas en el hombre, esta especie se encuentra ampliamente distribuida en productos lácteos elaborados con leche cruda, constituyendo en ocasiones el componente mayoritario de su 
microbiota. Hasta el momento, sin embargo, el consumo de queso no se ha asociado con procesos infecciosos. La gran ubicuidad observada en esta especie y la presencia de numerosos plásmidos en 
cepas distintas apuntan a estos elementos extracromosómicos como responsables de su adaptación a los nichos ecológicos tan variados en que se encuentra. Por tanto, el análisis de los plásmidos que 
presentan las cepas de L. garvieae puede ayudar a comprender la importancia de estos elementos en la evolución de la especie. Además, estos plásmidos podrían ser utilizados como base en el 
desarrollo de herramientas biotecnológicas para L. garvieae. En este trabajo se presenta la secuencia y el análisis del contenido plasmídico de la cepa L. garvieae IPLA 31405 aislada como especie 
mayoritaria de un queso tradicional asturiano elaborado con leche cruda y sin la adición de fermentos.  
MATERIAL Y MÉTODOS 
Condiciones de cultivo y 
aislamiento de ADNp. L. garvieae IPLA 
31405 se recuperó en medio M17 
suplementado con un 1% de glucosa a 
30ºC durante 24 h. El aislamiento 
plasmídico se realizó según el método 
de O’Sullivan y Klaenhammer, 1993. 
Secuenciación plasmídica. A partir de las secuencias 
parciales de los plásmidos pLG9 y pLG42 (Flórez y col. 
2012) y mediante PCRs se completaron los “gaps” entre 
contigos hasta obtener la secuencia completa de ambos 
plásmidos. El ensamblaje de los contigos y la 
identificación de pautas abiertas de lectura (orfs) se 
llevó a cabo con el programa Vector NTI  (Invitrogen). 
Hibridación. El ADN plasmídico de L. 
garvieae IPLA 31405 se hibridó con un 
segmento del gen repB (pLG9) y el gen lacG 
(pLG42). El marcaje de las sondas, la 
hibridación y la detección se realizó usando 
el kit DIG-High Prime DNA Labeling and 
Detection  Starter  Kit II  (Roche). 
Determinación del número de copias 
plasmídicas. Mediante qPCR se comparó los Ct 
obtenidos en la amplificación de los genes  repB-
pLG9 y repB-pLG42 respecto a los genes de 
copia única que codifican GADPH y EF-Tu. El 
número de copias relativas se calculó con la 
siguiente fórmula: N=(1+E) –ΔCt  (Lee y col. 2006). 
RESULTADOS 
Figura 2. Organización genética de los plásmidos pLG9 y pLG42, incluyendo la posición de los enzimas de restricción más 
relevantes.  En rojo, genes involucrados en la replicación: repB y orfX-like. En amarillo, orfs de distintas secuencias de inserción. 
En verde, genes componentes de un sistema de restricción modificación de tipo I. En rosa, genes involucrados en el transporte 
de metales pesados (Cd, Hg, Pb). En marrón, orfs de un sistema de movilización plasmídica. En azul el operón de la lactosa 
(lacXGEFDCBA), el represor del sistema (lacR), y el gen que codifica la beta-fosfogalactosidasa (lacG). En color naranja, orfs de 
otros genes. 
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Figura 1. Representación de los distintos perfiles plasmídicos. A) Gel de 
electroforesis: 1, ADNp. B) Hibridación: 1, gen repB-pLG9 como sonda; 2, 
gen lacG-pLG42 como sonda. Y M, marcador de tamaño molecular (kpb).  
A) B) 
pLG9 
 
CAAGAGCACCGCAGGGAGTTTAAATTTAGAACCTCAATTCAATGGTTTTGACTTTTTCTT 5520 
              A+T rich                  G+C      A+T rich 
TTGACCTTGATTTTAATTTTTGAAAAAAATAAAAAAAGGCGAAGCCTATTATATATTTAT 5580 
              A+T rich        G+C        A+T rich 
CCTATATATTTTAATCTTTTGTTCTTTTGCGTGGGAAAAAAGTCAGTGTTTAAAGGTGGA 5640 
                DR1                   DR2             DR3   
TACAGAATTATAGCGTATGAAAAAACTGTTTATAGCGTATGAAAAAACTGTTTATAGCGT 5700 
    DR3            DR4*          -35                   -10 
ATGAAAAAACTGTTTATAGCGTATGAAAAAAATTGATATATATACGGTATTCTGATATAA 5760 
         IR1                        IR1  
TAAAAGCATAGAGAAATCAACAGCGAAATCAGTTTCTCTATGCCTACTTAAAATCACTCA 5820 
   RBS           SC 
CAAAGGAGTAACTTTCTATG (repB gene pLG9)                        5840 
 
 
 
pLG42 
 
                             G+C             A+T rich 
TTCTATATTGATTCGTCTGTTTGCTTACGGGATGATTTTGACTTTTGATTTTAAATTTTT 37560 
                   G+C               A+T rich 
GAAAAAAATAAAAAAAGGCGAAGCCTATATATATTTATCTTATATATTTTAATCTTTTGT 37620 
 
TCTTTTGCGTTAAAAAAAAGTGAGTGTTTTCAAGTTCTTACAAATATATAGTACGAGAAA 37680 
 DR1              DR2                   DR3            DR4* 
AAACTGTGCATAGTACGAGAAAAAACTGTGCATAGTACGAGAAAAAACTGTGGACAGTAC 37740 
           -35                   -10 
GAGTTTTTTGTTGATAAACTCGTACTATGCTGGTATAATTAAAGCATGAAGAAATAACTT 38700 
 IR1               IR1                    RBS           SC 
TTGAACGAGAACCTCTTCATGCGTATCTAAAATCACTCAAAAAGGAGTAATTTTCTATG  37859 
                                           (repB gene pLG42) 
La cepa L. garvieae IPLA 31405 porta dos plásmidos denominados pLG9 y 
pLG42, cuyo tamaño aproximado es de 10 y 40 kpb, respectivamente (Figura 1A). 
La hibridación con segmentos internos de los genes repB-pLG9 y lacG-pLG42 (β-
fosfo-galactosidasa) confirmó el número y la posición de los plásmidos en la cepa 
IPLA 31405 (Figura 1B). Posteriormente, el ensamblaje y análisis de las secuencias 
permitió establecer un tamaño plasmídico de 9.124 pb para pLG9 y de 42.459 pb 
para pLG42, siendo sus porcentajes G+C de 32,6 y 35,3%, respectivamente. 
En la figura 2 se representa las orfs 
identificadas, 8 en pLG9 y 36 en pLG42. Estas 
orfs se encuentran distribuidas en módulos 
funcionales, presumiblemente de orígenes 
diferentes, y están flanqueadas por secuencias 
de inserción. No se detectaron genes que 
codifiquen factores de virulencia o de 
patogenicidad. En pLG42 se identificaron los 
operones responsables de la utilización de 
lactosa a través del sistema PEP-PTS 
(lacABCDFEGX y lacR). La secuencia de la 
región es un 99% idéntica a nivel nucleotídico 
a la del plásmido pVF50 de L. lactis subsp. 
lactis  biovar. diacetylactis (Fallico y col. 2011). 
Este hecho, junto con la presencia de dos 
elementos de inserción (IS240 e IS1216) sugiere 
una transferencia horizontal desde L. lactis del 
módulo completo. 
En ambos plásmidos se identificaron genes 
que codifican sistemas de restricción-
modificación (R/M) de Tipo I, uno de los 
mecanismos más comunes de resistencia a 
fagos. La presencia de genes implicados en la 
utilización de la lactosa en pLG42, 
carbohidrato mayoritario en la leche, y en la 
resistencia a bacteriófagos en pLG9 y pLG42 
indica que estos plásmidos podrían favorecer 
la adaptación de L. garvieae al ambiente lácteo. 
Además, la presencia de sistemas de 
membrana implicados en la resistencia a iones 
tales como cobalto, cadmio, mercurio, etc., 
apoyan una implicación adaptativa de los dos 
plásmidos. 
Figura 3. Organización genética de los orígenes de replicación (ori) en los plásmidos pLG9 y PLG42.. 
  pLG9 y pLG42 están constituidos por módulos funcionales diferentes y separados por secuencias de inserción. 
  Los genes identificados en los plásmidos pLG9 y pLG42 muestran homología con genes descritos en otras bacterias lácticas 
procedentes del ambiente lácteo como Lactococcus sp., Enterococcus sp. y Streptococcus thermophilus. 
  El equipamiento enzimático del operón de la lactosa en pLG42, así como los Sistemas de R/M presentes en pLG9 y pLG42 
sugiere que estos plásmidos favorecen la adaptación de esta especie al ambiente lácteo. 
La homología a nivel nucleotídico y la estructura de los 
orígenes de replicación (ori) sugiere que pLG9 y pLG42 utilizan 
el tipo Theta de replicación (Figura 3). Precediendo a los genes 
repB, existen regiones con alto porcentaje A+T y G+C, seguidas 
de repeticiones directas (DR) de 22 pb específicas de cada 
plásmido. Además, se identificaron secuencias conservadas 
que se corresponden con posibles regiones promotoras y sitios 
de unión al ribosoma (RBS). 
Las proteínas RepB de ambos plásmidos pertenecen a la 
superfamilia Rep_3 y a la familia RepB_C. El alineamiento 
múltiple de las proteínas RepB de pLG9 y pLG42 con proteínas 
de replicación tipo Theta de distintos plásmidos de L. lactis 
mostró distancias filogenéticas muy pequeñas (Figura 4). 
pWV04
pFV1201
pND324
pLG9
pVS40
pLG42
pK214
pCI305
pWV02
pIL2614
pJW566
pJW563
0.05
Figura 4. Alineamiento múltiple de las proteínas RepB de pLG9 y pLG42 con proteínas de replicación tipo Theta. 
El número de copias se determinó mediante qPCR en cultivos en fase exponencial y estacionaria de L. garvieae IPLA 31405. El análisis de los 
resultados mostró un número de copias para pLG9 y pLG42 de 2 y 5 copias, respectivamente. Finalmente, se observó una gran estabilidad 
plasmídica de los dos plásmidos tras más de 200 generaciones. 
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